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論文内容の要旨 
背景 
 多細胞生物の進化の過程ではゲノム配列の違いが細胞レベルの変化を介し、最終的な個体レ
ベルの差異を生み出す。そのため、進化の統合的な理解には遺伝子・細胞・個体レベルでの比較
解析が必要であるが、それが可能な実験系が技術的な理由により非常に限られている。そこで、
本研究ではモデル生物である線虫 Caenorhabditis elegans とその類縁種である Pristionchus 
pacificus に着目し、 (1) 細胞生物学的解析をおこなうための P. pacificus における形質転換法の
確立および (2) C. elegans と P. pacificus の初期胚を用いた細胞動態および細胞骨格の比較解析を
おこなった。 
結果と考察 
Microparticle Bombardment法を用いた P. pacificus の形質転換法の確立 
 C. elegans の生殖腺および初期胚において外来遺伝子を発現させるためには、遺伝子サイレン
シングを防ぐために C. elegans ゲノム中へ外来遺伝子を低コピーで挿入することが必要である
が、P. pacificus ではその方法が確立されていなかった。そこで、C. elegans において外来遺伝子
の低コピー挿入に用いられてきた Microparticle Bombardment 法の P. pacificus への適用を試みた。
外来遺伝子発現に用いるプロモーターや形質転換体スクリーニングに用いる抗生物質と耐性遺
伝子などの検討を行った結果、Microparticle Bombardment 法によって生殖腺および初期胚におい
て外来遺伝子を発現する P. pacificus 形質転換体を得ることに成功した。さらに、P. pacificus では
生殖腺および初期胚で見られる自家蛍光が強く蛍光タンパク質のライブイメージングが困難で
あったため、自家蛍光が顕著に減少する変異体のスクリーニングを行い、変異体１株を単離する
ことに成功した。これらのツールを組み合わせることにより、P. pacificus の初期胚におけるタン
パク質動態の経時変化を蛍光タンパク質を用いて解析することが可能となった。 
C. elegans と P. pacificusは１細胞期に異なる細胞動態を示す 
 C. elegans と P. pacificus の初期発生過程の違いを明らかにするため、１細胞期胚の細胞の形態
変化、雌雄前核および紡錘体の挙動に着目し、微分干渉顕微鏡を用いたライブイメージング解析
を行った。その結果、C. elegans と P. pacificus では最終的には前極側の娘細胞が大きい非対称分
裂を行う点は共通していた。一方、相違点として、1) P. pacificus では C. elegans と比べてより激
しい細胞膜の動きが見られること、2) C. elegans では雌雄前核の形成位置およびその挙動が細胞
極性に応じた規則性をもって行われるのに対し、P. pacificus では規則性が見られないこと、3) C. 
elegans では分裂後期に紡錘体が振動するのに対し、P. pacificus では紡錘体が振動せず一過的に
細胞の後極側へ引き寄せられること、を発見した。このように、C. elegans と P. pacificus の１細
胞期胚はどちらも非対称分裂を行うが、その過程では異なる細胞動態を示すことが明らかとな
った。 
C. elegans と P. pacificus では微小管とアクチンフィラメントの動態が異なる 
 微分干渉顕微鏡による比較解析で見出された上記の C. elegans と P. pacificus との細胞内動態
の相違は、細胞骨格である微小管とアクチンフィラメント (F-アクチン) が関与する可能性が考
えられた。そこで、蛍光免疫染色法および GFP 融合タンパク質のライブイメージングにより微
小管と F-アクチン動態の比較解析をおこなった。 
 まず、蛍光免疫染色法により細胞内の微小管を比較したところ、分裂前期までは P. pacificus で
は微小管形成中心である中心体から形成される微小管が C. elegans よりも短い様子が観察され
た。分裂後期には中心体微小管はほぼ同等の長さとなり、分裂終期には中心体微小管が P. 
pacificus の方が C. elegans より多く残存する様子が観察された。このように C. elegans と P. 
pacificus では微小管動態が異なることが前核や紡錘体の挙動の違いを引き起こしている可能性
が考えられる。 
 つぎに、C. elegans と P. pacificus の微小管動態の違いを生み出す因子の候補として、微小管の
形成因子であり分裂期中心体に一過的に蓄積するγ-チューブリンに着目し、その動態を蛍光標
識γ-チューブリン発現株のライブイメージングにより調べた。その結果、P. pacificus では、分
裂前期から中期までは中心体へのγ-チューブリン量の増加は C. elegans よりも遅いのに対して、
分裂終期では C. elegans よりも長く残存する様子が観察された。このことから、C. elegans と P. 
pacificus では中心体のγ-チューブリンの動態が異なることに起因して微小管の動態が変化する
と推測される。 
 最後に、F-アクチンの動態をライブイメージングにより調べたところ、P. pacificus では、C. 
elegans では見られない、後極の一点への F-アクチンの一過的な集積が観察された。このアクチ
ン集積点と紡錘体の挙動の相関を調べるため、紡錘体極である中心体と F-アクチンの二重標識
株を用いたライブイメージングをおこなったところ、アクチン集積点に中心体が引き寄せられ
る様子が観察された。以上より、C. elegans と P. pacificus では F-アクチンの動態が顕著に異なっ
ており、この F-アクチン動態の違いが紡錘体の挙動の違いに関与することが示唆された。 
まとめ 
 本研究で確立した P. pacificus ゲノムへの外来遺伝子挿入法と自家蛍光低減変異体を用いるこ
とにより、C. elegans と P. pacificus との細胞生物学的な比較解析がはじめて可能になった。確立
した技術を駆使することで、C. elegans と P. pacificus の初期胚では微小管およびアクチン動態が
顕著に異なることにより細胞動態の違いが引き起こされていることを明らかにした。今後、P. 
pacificus と C. elegans の細胞骨格動態の違いを生み出す分子メカニズムや、細胞骨格の下流でお
きる細胞極性確立過程の比較解析をさらに進めることで、初期発生の進化過程やその個体形態
への影響が明らかになると期待される。 
 
 
論文審査結果の要旨 
多細胞生物の進化の過程では、ゲノム配列の変異が細胞レベルの変化を介して個体レベル
の差異を生み出す。しかし、遺伝子・細胞・個体レベルでの統合的な比較解析が可能な実験
系が可能なモデル系が非常に少ないのが現状である。 
 生井 聡史 氏は、広く用いられているモデル生物である線虫 Caenorhabditis elegans の近
縁種 Pristionchus pacificus に着目し、まず、進化細胞生物学的解析をおこなうための形質転
換法の確立を行った。外来遺伝子発現に用いるプロモーターや形質転換体スクリーニング
に用いる抗生物質と耐性遺伝子などの検討を行った結果、P. pacificus において世界に先駆け
て Microparticle Bombardment 法によるゲノムへの遺伝子挿入法の確立に成功した。さらに、
蛍光タンパク質のライブイメージングに適した P. pacificus の自家蛍光低減変異体の単離に
成功した。これらのツールを組み合わせることにより、P. pacificus の初期胚における微小
管・アクチン・染色体等の動態の経時変化を蛍光タンパク質を用いて解析することを可能と
した。  
 上記の技術およびツールを駆使して、生井氏は C. elegans と P. pacificus 胚の第一細胞分裂
における細胞動態および細胞骨格の比較解析を行った。微分干渉顕微鏡を用いたライブイ
メージング解析から、最終的には前極側の娘細胞が大きい非対称分裂を行う点は共通して
いたが、細胞膜の動きや雌雄前核・紡錘体の挙動に顕著な違いがあることを発見した。つぎ
に、蛍光免疫染色法および GFP 融合タンパク質のライブイメージングにより微小管動態の
比較解析を行った結果、中心体のγ-チューブリンの動態が異なることに起因して微小管の
動態が異なる可能性を見いだした。さらに、アクチンの動態をライブイメージングにより調
べたところ、P. pacificus では、C. elegans では見られない、後極への F-アクチンの一過的な
集積が生じ、このアクチン集積点に中心体が引き寄せられることを見いだした。以上より、
C. elegans と P. pacificus では F-アクチンの動態が顕著に異なっており、この F-アクチン動態
の違いが紡錘体の挙動の違いに関与すると結論づけた。 
 以上は、C. elegans と P. pacificus を進化細胞生物学的研究のモデル系として確立し、初
期胚の細胞動態の違いを引き起こす分子メカニズムを明らかにした先駆的な研究成果であ
り、博士論文提出者が自立して研究活動を行うに必要な高度の研究能力と学識を有するこ
とを示している。したがって，生井聡史 氏 提出の論文は、博士（生命科学）の博士論文
として合格と認める。 
